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Відомі способи мікроклонального роз
множення, що їх розроблено для багатьох
видів рослин [5], проте для унгернії Віктора
таких даних до початку наших робіт не було.
У даній роботі наведено результати бага
торічних досліджень, метою яких було ви
вчити можливість мікроклонального розм
ноження унгернії Віктора як прямою
регенерацією, так й індукцією регенерації у
пасивованих калюсних тканинах. Розроб
лення методу прямої регенерації є важли
вим для збереження генофонду цієї рідкіс
ної рослини, а методу індукції регенерації із
культивованих клітин — також для отри
мання нових форм рослин методами клітин
ної селекції і, можливо, для створення тех
нології вирощування клітинної біомаси як
джерела важливих для медицини алка
лоїдів унгернії.
Матеріали і методи
Вихідним матеріалом слугували цибули
ни унгернії масою 110–165 г. Усього для
введення у культуру in vitro використали 10
цибулин, зібраних у різні роки на південних
схилах Гіссарського хребта (Таджикистан).
Цибулини, що перебували у стадії спо
кою, очищали від зовнішніх сухих лусок,
стерилізували загальноприйнятими методами
Багаторічна цибулинна рослина унгер
нія Віктора (Ungernia victoris Vved. ex
Artjushenko) — ендемічний вид родини ама
рилісових Amaryllidaceae з вузьким ареа
лом. Розповсюджена лише на Гіссарському
хребті та його південних схилах (Таджикис
тан). Наразі цей вид є одним із небагатьох
джерел важливого для медицини алкалоїду
галантаміну, який має, зокрема, антихолін
естеразну активність, а також деяких інших
цінних ізохінолінових алкалоїдів, зокрема
лікорину [1]. Природні запаси унгернії об
межені [2], а її інтродукція, так само як
й інших представників родини амарилісо
вих, що накопичують галантамін, не мала
успіху [3].
Альтернативним джерелом сировини
для отримання галантаміну, лікорину й ін
ших важливих для медицини алкалоїдів ун
гернії може бути біомаса культивованих in
vitro клітин, тканин та органів рослини.
Проте в культурі тканин алкалоїди унгернії
або не накопичуються, або ж кількість їх
є незначною [4]. Перспективною може бути
органогенна культура тканин або ж культу
ра органів — зазвичай такі культури краще
синтезують і накопичують вторинні мета
боліти порівняно з неорганізованими калюс
ними та суспензійними культурами з не
значним рівнем диференціації клітин [4].
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амінопурин) і гіберелову кислоту ГК3. За
стосовували також середовища, які містили
лише мінеральну основу та сахарозу (середо
вище 5С за Воллосовичем та ін. [8]). Деякі
приклади складу найуживаніших середо
вищ наведено в табл. 1.
Усі середовища, окрім середовища 5С,
що містить тільки 1 мг/л тіаміну (вітаміну
В1), мали у своєму складі вітаміни (мг/л): В1
(0,1–1), В6 (0,5), РР (0,5), а також (окрім се
редовища В5 і 5С) — гліцин (2 мг/л). Середо
вище 5С0 додатково містить 0,1 мг/л БАП
(бензиламінопурину) і 500 мг/л дріжджово
го екстракту. До складу середовищ додатко
во вносили агар (8 000–9 000 мг/л), рH–6,0.
Первинні експланти вирощували як
у темряві, так і за штучного освітлення
(1 500–2 500 лк, 16 год на добу) при 24–26 0С
та відносній вологості повітря 70–80%
у пробірках діаметром 2 см з робочим
об’ємом 10 мл. Пасивовані калюсні ткани
ни, а також отримані регенеранти вирощу
вали як у пробірках, так і в конічних колбах
об’ємом 250 мл з робочим об’ємом 50 мл за
тих самих фізичних умов.
[5], у стерильних умовах цибулину розділя
ли на окремі луски. Для експериментів ви
користовували базальні (нижні) частини ци
булин (приблизно 2/3 лусок), які нарізали
на фрагменти розміром 0,5–1х1 см і виса
джували на живильні середовища різного
складу.
Усього було випробувано понад 50 ва
ріантів живильних середовищ з мінераль
ною основою за Мурасіге–Скугом, Лінс
майєр–Скугом, Гамборга В5, Ерікссоном,
Уайтом [5–7], Воллосовичем та ін. [8] з дея
кими модифікаціями [9]. Мінеральну основу
доповнювали вітамінами, регуляторами
росту, іншими органічними добавками,
зокрема сахарозою (від 2 до 5%), у багатьох
випадках — мезоінозитом (20–100 мг/л),
гідролізатом казеїну (50–1 000 мг/л), інко
ли — дріжджовим екстрактом (100–500 мг/л).
У середовища вносили від 0,1 до 2 мг/л аук
синів — 2,4дихлорфеноксіоцтової кислоти
(2,4Д), 1нафтилоцтової кислоти (НОК) або
індолілоцтової кислоти (ІОК) у різних
комбінаціях із 0,02–1 мг/л 6фурфурил
амінопурину (кінетину). У деяких варіантах
використовували цитокінін БАП (6бензил
* 2,4Д — 2,4дихлорфеноксіоцтова кислота; НОК — 1нафтилоцтова кислота; ІОК — індолілоцтова кислота;
кінетин — 6 фурфуриламінопурин
Таблиця 1. Склад основних типів живильних середовищ, використаних у дослідах 
з мікроклонального розмноження U. victoris, мг/л
Індекс
середовища
Регулятори росту* Органічні добавки
2,4Д НОК ІОК кінетин мезоінозит гідролізат казеїну сахароза
Середовища з мінеральною основою МурасігеСкуга за [6]
МС – – 2 0,2 100 – 30 000
МС1 1 – – 0,1 100 1000 30 000
МСТ – 2 – 1 80 500 30 000
Середовища з мінеральною основою Ерікссона за [7]
Ер – 1 – 0,02 – – 40 000
Середовища з мінеральною основою Гамборга за [5]
В5 2 – – – 100 – 20 000
Середовища з мінеральною основою Воллосовича та ін. за [8]
5С – – – – – – 50 000
5С0 0,5 – 1 0,1 100 500 50 000
5С01 – 2 – 1 80 500 50 000
5С02 – 0,5 – 0,1 50 200 50 000
5С03 – 0,1 – 0,02 20 50 50 000
5С1 1 – – 0,1 80 500 50 000
5С2 0,5 – – 0,1 50 200 50 000
5С3 0,1 – – 0,02 20 50 50 000
5С3Н – 0,5 – 0,02 20 50 50 000
5С3І – – 2 0,02 20 50 50 000
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кістю кінетину (0,02 мг/л) та ІОК (2 мг/л)
або НОК (0,5 мг/л) (табл. 1, 2). На цих сере
довищах на кожному експланті, здатному
до регенерації, формувалось у середньому
3–4 мікроцибулинки (табл. 1, 2; рис. 1).
Пошук умов подальшого розмноження
(мультиплікації) цибулинокрегенерантів
проводили на тих варіантах середовищ, які
з найвищою частотою та інтенсивністю інду
кували пряму регенерацію. Серед них най
ефективнішим виявилось середовище 5С3І
(табл. 1). Кожна окрема рослинкарегене
рант на цьому середовищі через 30–40 діб
утворювала 3–6 і більше нових мікроцибу
лин. За необхідності подальшого розмно
ження утворений пучок цибулин поділяли
на окремі цибулинки і знову переносили на
те саме середовище. Здатність регенерова
них цибулинок до мікророзмноження на се
редовищі 5С3І зберігалась протягом усього
досліду, тобто щонайменше 6 років.
Для прискореного розвитку окремих
цибулинок найефективнішим виявилось се
редовище 5С3Н. На цьому середовищі в тер
мостатованих умовах (22–26 0С) з 14–16го
динним світловим днем і з освітленням 
Візуально визначали частоту регене
рації, кількість регенерантів на експлант,
частоту калюсоутворення, тип росту (морфо
логію калюсу). Отримані результати оброб
ляли методами статистичного аналізу [10].
Результати та обговорення
У наших дослідах утворення регенеран
тів на фрагментах ізольованих лусок цибулин
унгернії Віктора, частота й інтенсивність
калюсоутворення, а також регенерація мік
роцибулинок пасивованими калюсними
культурами під час вирощування в умовах
освітлення були набагато гіршими порівняно
з аналогічними умовами вирощування у тем
ряві. У багатьох випадках на світлі такі про
цеси повністю інгібувалися. Наведені далі
результати експериментів отримано у про
цесі вирощування без освітлення, окрім до
слідів, де спеціально зазначено умови виро
щування одержаних регенерантів на світлі.
Із досліджених понад 50 варіантів агари
зованих живильних середовищ проліфе
рацію та/або регенерацію вдалося індукува
ти в експлантів від усіх 10 вивчених
цибулин на 15 варіантах середовищ, пода
них у табл. 1. При цьому слід зазначити, що
в різних цибулин реакція на одні й ті самі
умови культивування експлантів була
різною: експланти від однієї цибулини утво
рювали переважно калюс, від іншої —
інтенсивніше формували мікроцибулинки,
від третьої — поряд з калюсоутворенням
і прямою регенерацією виникали корене
подібні структури, інколи — тератомоподіб
ні утворення тощо (рис. 1). Це, очевидно,
зумовлено відмінностями геномів викорис
таних цибулин, встановлених нами методом
RAPD ПЛРаналізу [11]. Наведені далі ре
зультати є узагальненими для експлантів,
отриманих від усіх 10 вихідних цибулин.
Пряма регенерація, мультиплікація та
вирощування регенерантів in vitro. Пряму
регенерацію мікроцибулинок вдалося інду
кувати на 14 варіантах середовищ (табл. 2).
На середовищі Гамборга В5 експланти не
формували регенеранти, низьким був ефект
і в разі використання живильних середовищ
з мінеральною основою за Мурасіге–Скугом
і Ерікссоном. З частотою 15% і більше реге
неранти утворювались лише на варіантах
середовищ з мінеральною основою 5С за
Воллосовичем та ін. [8], які містили із аук
синів НОК (0,5–2 мг/л) або ІОК (1–2 мг/л) та
цитокінін кінетин (0,02–1 мг/л). Найкра
щими для індукції прямої регенерації були 
середовища 5С3І та 5С3Н з незначною кіль
Рис. 1. Мікроклональне розмноження 
U. victoris: 
а — загальний вигляд однієї із вихідних цибулин
масою 120 г і віком близько 45 років, що виросла
у природних умовах (південні схили Гіссарського
хребта, Памір, Таджикистан); 
б — первинний калюс на 60ту добу після ізоляції
фрагмента луски цибулини; 
в — регенерація мікроцибулинок, яка відбувається
на первинному експланті поряд з калюсоутворенням;
г — органогенна пасивована культура тканин, що
спонтанно формує коренеподібні та тератомоподіб
ні структури;
д — мікророзмноження регенерантів: пересаджена
мікроцибулина (темного кольору) на середовищі
5С3І формує нові мікроцибулинки (світлого
кольору).
а дг
в
б
БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 1, №4, 2008
60
утворення з частотою від 1% до близько
80% (табл. 3). З частотою 30% і більше ка
люс утворювався лише на варіантах середо
вищ з мінеральною основою за Воллосови
чем та ін. [8] та МС за Мурасіге–Скугом [6],
які містили 0,5–2 мг/л 2,4Д і 0,1 мг/л кіне
тину. Досить часто первинний калюс форму
вався і на середовищах того самого складу
з 2 мг/л НОК або 1–2 мг/л ІОК і 0,2–1 мг/л
кінетину. На середовищах без 2,4Д калюс
утворювався пізніше (візуально на 60–70ту
добу росту замість 40–50ї доби), характери
зувався повільним ростом, але був органо
генним і поряд з калюсом на первинних
експлантах формувались окремі регенеран
тимікроцибулинки, корені, а згодом —
і ризогенні структури тератомного виду
(табл. 2, 3, рис. 1, 2).
У процесі пасивування та подальшого
вирощування отриманих калюсних тканин
на тих самих живильних середовищах, на
яких їх було одержано, більшість варіантів
калюсів через 5–10 пасажів темніли й гину
ли. Продовжували активно рости лише ка
люсні тканини, які були отримані та виро
щувались на середовищах 5С1 і 5С01. На
інших варіантах середовищ, де також спо
стерігали інтенсивне калюсоутворення з ви
1 500–2 500 лк через 20–40 діб цибулинки
формували корені та листочки і росли, а че
рез 50–60 діб переходили до стану спокою,
при цьому листочок засихав. Із перенесен
ням сплячої цибулинки на свіже середови
ще того самого складу вона знову формувала
1–3 листочки (залежно від віку цибулинки),
і весь цикл повторювався. У результаті та
ких процесів мікроцибулини за 1,5–2,5
роки вирощування in vitro досягали стадії
розвитку, яка відповідає віку 5–7річних
цибулинок, отриманих із насіння у разі рос
ту їх у природних умовах.
Використання живильних середовищ
іншого складу, зокрема з мінеральною осно
вою Мурасіге–Скуга, Лінсмайєр–Скуга, Гам
борга В5, Ерікссона, Уайта, з різною кількостю
та співвідношенням органічних добавок було
малоефективним: індукування регенерації
мікроцибулинок спостерігали рідко (менше
ніж у 1–2% експлантів), а одержані регенеран
ти були здатні до ефективної мультиплікації
лише на середовищі 5С3І, а до подальшого рос
ту і розвитку — на середовищі 5С3Н.
Отримання культури тканин та індукція
регенерації (редиференціювання). На 15
варіантах середовищ спостерігали калюсо
Таблиця 2. Результати мікроклонального розмноження U. victoris
шляхом прямої регенерації фрагментів лусок цибулин. 
Сумарні дані дослідів, отримані у різні роки 
з десятьма різними цибулинами
* Склад живильного середовища наведено у табл. 1. 
** У кожному варіанті досліду використано матеріал не менше ніж від трьох цибулин.
Індекс
середовища*
Вивчені експланти, 
шт. **
Експланти, що регенерують
мікроцибулини, %
Середня кількість мікроцибулин
на експлант, що регенерує, шт.
МС 343 2,6±0,9 1,1
МС1 613 3,1±0,7 1,2
МСТ 324 3,7±1,0 1,2
Ер 278 2,9±1,0 1,3
В5 142 0 0
5С 193 1,0±0,7 1,0
5С0 345 9,6±1,6 1,1
5С01 893 29,0±1,5 1,9
5С02 295 15,3±2,1 1,4
5С03 410 5,1±1,1 1,1
5С1 829 2,5±0,5 1,1
5С2 211 1,4±0,8 1,0
5С3 178 1,1±0,8 1,0
5С3Н 421 34,4±2,3 3,1
5С3І 450 59,1±2,3 4,1
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Лінія 5С1 характеризувалась неорганізо
ваним типом росту. У разі перенесення її
після 2–7 пасажів на середовище 5С01 також
спостерігали неорганізований ріст, однак на
середовищі 5С3Н вона упродовж 6 років ви
являла здатність до регенерації мікроцибу
линок.
У результаті викладених і низки інших
дослідів, дані яких тут не наведено, було
встановлено й у подальших дослідах підтве
рджено, що оптимальним середовищем для
індукції калюсоутворення і подальшого ви
рощування калюсних тканин унгернії Вік
тора є середовище 5С1. Калюс, отриманий
на цьому середовищі, після перенесення че
рез 2–7 пасажів на середовище 5С3Н і під час
подальшого вирощування на ньому постійно
регенерує мікроцибулинки. Той самий ка
люс після перенесення на середовище 5С01
може тривалий час вирощуватись на цьому
середовищі у вигляді морфологічно гомоген
ної тканини як на твердому (агаризованому)
середовищі, так і в рідкому середовищі на
шейкерах. Цей калюс у разі перенесення на се
редовище 5С3Н здатен регенерувати росли
ни протягом не менше 6 років. Описану
сокою частотою (табл. 3), зокрема на варіан
тах середовищ з мінеральною основою за
Гамборгом В5 та Мурасіге–Скугом (МС),
тривало пасивованих тканин отримати не
вдалося.
Одержані пасивовані калюсні лінії, що
інтенсивно росли на зазначених вище сере
довищах (лінія 5С1 та лінія 5С01), відрізня
лися за морфологією. Лінія 5С1 характери
зувалась стабільним неорганізованим
ростом, а лінія 5С01 — нижчим темпом рос
ту і була морфогенною (генетичні, цито
логічні та фізіологічні особливості цих та
інших клітинних ліній унгернії Віктора на
ведено у роботах [12, 13]). Ці відмінності,
очевидно, зумовлені різним гормональним
складом живильних середовищ: лінія 5С1
була отримана й вирощувалась на середо
вищі з 1 мг/л 2,4Д та 0,1 мг/л кінетину,
а лінія 5С01 — на середовищі з 2 мг/л НОК
і 1 мг/л кінетину. За іншими складовими ці
середовища не відрізнялись ( табл. 1).
Морфогенна клітинна лінія 5С01 після
перенесення її на середовище 5С3Н інтен
сивно формувала мікроцибулинки. Це яви
ще спостерігали протягом 3–4 років.
Таблиця 3. Частота калюсоутворення та типи первинного калюсу U. victoris 
на різних живильних середовищах. 
Сумарні дані дослідів, отримані у різні роки 
з десятьма різними цибулинами
* Склад середовищ див. табл. 1. 
** У кожному варіанті досліду використано матеріал не менше ніж від трьох цибулин. 
*** Органогенний калюс — калюс зі сформованими цибулинками, стеблами, коренями та їхніми зачатками. 
Примітка. На одному калюсі можна спостерігати різні структури, включаючи тератомоподібні. Аналіз
проведено на 70–80ту добу культивування експлантів. 
Індекс
середовища*
Вивчені експланти, 
шт. **
Експланти, що
утворюють калюс, %,
M±m
Тип калюсу, %
Органогенний*** Неорганізований
5С 193 1,0±0,7 100 0
5С02 295 9,8±1,7 93,1 6,9
5С3І 450 10,0±1,4 100 0
Ер 278 12,9±2,0 83,3 16,7
5С3 178 19,1±2,9 52,9 47,1
5С3Н 421 24,5±2,1 98,1 1,9
В5 142 26,8±3,7 23,7 76,3
МС 343 31,2±2,5 82,2 17,8
МСТ 324 34,3±2,6 67,6 32,4
5С2 211 45,5±3,4 46,9 53,1
5С0 345 44,1±2,7 52,6 47,4
5С01 893 56,3±1,7 69,4 30,6
МС1 613 78,8±1,7 36,0 64,0
5С1 829 79,7±1,4 22,4 77,6
5С03 410 12,4±1,6 52,9 47,1
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МИКРОКЛОНАЛЬНОЕ РАЗМНОЖЕНИЕ
УНГЕРНИИ ВИКТОРА (UNGERNIA VIC\
TORIS VVED. EX ARTJUSCHENKO)
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Для редкого лекарственного растения
Ungernia victoris впервые разработаны усло
вия микроклонального размножения как пря
мой регенерацией из фрагментов чешуек луко
вицы, так и индуцированием регенерации из
каллюсных тканей, длительно выращиваемых
in vitro. Подобраны также условия мультипли
кации и выращивания in vitro полученных
микролуковицрегенерантов.
Ключевые слова: Ungernia victoris, микроклональ
ное размножение, прямая регенерация растений,
индуцирование регенерации растений.
MICROCLONAL PROPAGATION
OF UNGERNIA VICTORIS VVED. EX
ARTJUSCHENKO
V. А. Kunakh1
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Approaches to microclonal propagation of
the rare medicinal plant Ungernia victoris both
through the direct regeneration from the scale
of bulb and via induction of regeneration from
the longterm grown in vitro callus tissues have
been developed for the first time ever. Conditions
for multiplication and maintenance of in vitro
generated microbulbregenerants were specified
as well.
Key words: Ungernia victoris, microclonal propaga
tion, direct plant regeneration, induction of plant
regeneration.
